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Nanoskopie mit wiederholbaren Speckle-

Mustern zur 3D-Rekonstruktion (NanoSpeck3D)

Die Herausforderung

Bei der hochauflésenden 3D-Mikrosko-
pie bewirken die begrenzte laterale und
axiale Auflésung herkémmlicher Metho-
den Limitationen. Bestehende Verfahren
wie die Einzelmolekul-Lokalisierungs-Mi-
kroskopie, Mikroskopie mit stimulierter
Emissionsverarmung (STED), oder Mini-
mal-Photonenfluss-Lokalisations-Mikros-
kopie (MINFLUX) sind aufwandig und er-
fordern spezielle Probenprdparationen.
Die Mikroskopie mit strukturierter Be-
leuchtung (SIM) bedarf einer weniger
aufwandigen Probenprdparation, ist je-
doch technisch hinsichtlich ihrer zeitlich-
raumlichen Auflésung begrenzt. Eine
schnelle, nanometergenaue 3D-Darstel-
lung lebender Zellen oder groRerer Orga-
nismen ist derzeit mit keiner fluores-
zenzbasierten hochauflésenden Mikros-
kopietechnik moglich. Fir biomedizini-
sche und industrielle Anwendungen wird
eine kostengunstige, einfach integrierba-
re Losung fiir superauflosende 3D-Re-
konstruktionen bendétigt. Die Herausfor-
derung besteht in der Tiefenunscharfe,
da es in biologischen Proben oft mehrere
fluoreszierende Strukturen entlang eines
Sichtstrahls gibt, was zu Mehrdeutigkei-
ten in der Tiefeninformation fiihrt.

Die Innovationsidee

Ziel des IGF-Projekts war die Entwicklung
eines kostenglinstigen Mikroskopiemo-
duls flir eine Intravitalmikroskopie mit <
50 nm lateraler, < 100 nm axialer und
mit einer zeitlichen Auflésung von 1 s in
einem ausgedehnten Volumen, ohne
notwendige chemisch-toxische Proben-
vorbereitungen. Dies soll durch eine
Kombination von strukturierter Beleuch-
tung der Probe mit mehreren wiederhol-
baren Uberlagerten und ansteuerbaren
statistischen Mustern (Speckles) ver-
schiedener Wellenlange mit der dadurch
angeregten nicht-linearen Antwort der
Fluorophore sowie einem optimierten
Kalibrierverfahren erzielt werden. Mit
dem Mikroskopiemodul sollten hohe
Projektionsraten und Rekonstruktionsra-
ten von (ber 1 Hz erreicht werden.
Weiterhin sollte ein alternativer 3D-Cha-
rakterisierungsansatz untersucht wer-
den, bei dem eine Event-basierte Detek-
tion und ein optisches Schnittverfahren
zu einer verbesserten Tiefenauflosung
fihren konnten. Das zu entwickelnde
Modul sollte in bestehende Mikroskopie-
plattformen integrierbar sein, um eine
einfache Anwendung in der Biomedizin
und Industrie zu ermdglichen.
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Das Programm "Industrielle Ge-

meinschaftsforschung" (IGF) ...

... fordert Studien zur industriellen Mach-
barkeit von Innovationsideen und be-
schleunigt so Technologietrends. Dazu
arbeiten Wissenschaft, Industrie und
Politik zusammen:

0 Das BMWE fordert vorwettbewerbliche,
innovationsorientierte Forschung mit
dem IGF-Programm.

1 Industrie und Wissenschaftler entwi-
ckeln Innovationsideen und geben
Projektimpulse.

2 IGF-Forschungsvereinigungen, wie die
F.0.M., finden Forschungspartner.

3 Wissenschaftler von je 1-3 Forschungs-
einrichtungen schreiben Forderantrage.

4 Industrieunternehmen beraten bei der
Entwicklung der Antrage.

5 Die Forschungsvereinigungen optimie-
ren die Qualitdt der Vorhaben und der
Antrage und reichen die Antrage ein.

6 Ehrenamtliche Experten aus Industrie
und Wissenschaft begutachten und
bewerten die Antrage ganzjahrig.

7 Das BMWE finanziert die Forschungs-
kosten bis max. 275/525/750 T EUR.

8 Die Industrie teilt sich die Administra-
tionskosten.

9 Die Wissenschaftler der Forschungsein-
richtungen fiihren die Forschung durch.

10 Die Forschungsvereinigungen stellen
mithilfe von je 10-20 Unternehmen pro-
jektbegleitender Industrieausschiisse
mit mindestens 50 % KMU einen regen
Technologietransfer bis in die Branchen
hinein sicher.

11 Die Industrie sorgt durch Bekundung
ihrer Interessen fiir die Praxisrelevanz
der Forschung, steuert Industrieexperti-
se bei und validiert die Ergebnisse.

Gemeinsam starken wir die Innovations-
kraft des Mittelstands und den Fachkraf-
tenachwuchs in Deutschland.

Flr eine ausfiihrlichere Fassung des Ab-
schlussberichts wenden Sie sich bitte an:

Kontakt / Impressum
Forschungsvereinigung F.0.M., Berlin
0304140 21-50, info@forschung-fom.de
www.forschung-fom.de

Die Ergebnisse

Im Projekt konnte ein Mikroskopiemodul
mit einer hochfrequenten, Speckle-ba-
sierten Beleuchtung realisiert werden
und erfolgreich in bestehende kommer-
zielle Mikroskope integriert werden. Bei
der Verwendung monochromatischer
Speckle-Muster konnten Projektionsra-
ten von mehreren hundert Hz erreicht
werden. Auch konnten eine Rekonstruk-
tionsrate Uber 25 Hz und eine laterale
Auflésung bis ca. 65 nm erreicht wer-
den. Die angestrebte axiale Auflésung
von <100 nm konnte dagegen bei biolo-
gischen Proben unter reellen Untersu-
chungsbedingungen mit nur einer Kame-
ra nicht erzielt werden: Entlang des
Sichtstrahls trat meist mehr als ein fluo-
reszenter Objektpunkt auf, sodass keine
eindeutige Tiefeninformation aus den
Speckle-Mustern gewonnen werden
konnte. Es wurde daher ein eventbasier-
tes Detektionsverfahren mit einer neuro-
morphen Event-Kamera und einem opti-
schen Schnittverfahren entwickelt, das
vielversprechende Ergebnisse zeigte.

Zur raum-zeitlichen Rekonstruktion wur-
de eine Korrelations-Software fir die
hochaufgeldsten Aufnahmen der Proben
mit den Speckle-Mustern entwickelt. Die
hierfir entwickelten Algorithmen fiir die
Auswertung und die Analyse-Protokolle
sind auch auf andere Nanomaterialien
und Partikeltypen tbertragbar.

Mit der im Projekt entwickelten spek-
troskopischen 3D-Bildgebung konnten
Nanopartikel hinsichtlich GréRe, Mor-
phologie und optischen Eigenschaften
auf neuartige Weise charakterisiert wer-
den. So konnte auch das Partikelverhal-
ten in biologischen Umgebungen dreidi-
mensional und mit hoher Sensitivitat er-
fasst werden, sodass sich Riickschliisse
auf deren Stabilitdt, Aggregationsverhal-
ten und Interaktion mit Zellen ziehen las-
sen. Weiterhin konnten erste Lebend-
zell-Messungen an intrazelluldren Vesi-
keln durchgefiihrt werden.

Die Verwertung

Die erarbeiteten Verfahren zur simulta-
nen Erfassung von Streu- und Fluores-
zenzsignalen eroffnen neue Moglichkei-
ten, Nanopartikel in komplexen biologi-
schen Proben eindeutig zu detektieren
und zu quantifizieren.

KMU-Nutzen

Das im Projekt entwickelte Mikroskopie-
Modul entspricht einer skalierbaren
Technologie, die bestehende Mikrosko-
pieplattformen ohne kostenintensive
Neuanschaffungen erweitern kann.

Die Projektergebnisse konnen in ver-
schiedenen Bereichen, wie der Biomedi-
zin, in der Neuroforschung fir schnellste,
hochauflosende Analysen subzelluldrer
Strukturen, in der Zellbiologie flr Echt-
zeit-Monitoring von Organellen sowie in
der Pathologie fiir eine verbesserte Dia-
gnostik, verwendet werden. Hierfir kon-
nen Unternehmen der mittelstandisch
gepragten Medizintechnik-Branche ent-
sprechende Tools auf Basis der Projekt-
ergebnisse vermarkten. Die Projekter-
gebnisse kénnen jedoch auch fir die In-
spektion von Mikrochips und Wafern in
der Halbleiterbranche, fiir hochauflésen-
de Endoskopie- und Diagnosesysteme
und die Analyse nanoskaliger Strukturen
in der Materialwissenschaft genutzt wer-
den.

Umsetzung

Ein Unternehmen des projektbegleiten-
den Ausschusses (PA) nutzte das entwi-
ckelte System fir die Priifung eines neu-
en 3D-Testtargets mit fluoreszierenden
Punkten in definierter Tiefe. Nach Pro-
jektende wurde zusammen mit PA-Un-
ternehmen aus den Bereichen Mikrosko-
pie, Biotechnologie und Halbleiterindus-
trie an der Optimierung der Beleuch-
tungstechnologie weiter geforscht. Eine
Weiterentwicklung der Technologie fir
weitere spezifische industrielle Anwen-
dungen ist geplant.

Durch den Einsatz von Eventkame-
ras gewonnene Aufnahmen aus flu-
oreszent markierten Mikrotubuli
Proben, die in einem Einzelmole-
kul-Lokalisierungsmikroskopie-arti-
gen Modus erstellt wurden.
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